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(54) Tide: PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS COMPRISING A SUPEROXIDE DISMUTASE 

(54) litre: COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES COMPRENANT UNE SUPEROXYDE DISMUTASE 

(57) Abstract 

New pharmaceutical compositions particularly well adapted to the oral administration of superoxide dismutases (SOD), by providing 
them a good bioavailability and a therapeutical efficiency. Said pharmaceutical compositions comprise essentially in combination a 
superoxide dismutase and at least one compound selected in the group comprised of lipids such as ce ram ids and proteins such as the 
prolamines and the polymer films based on said prolamines and optionally one or a plurality of pharmaceuticalty acceptable vehicules. 

(57) Abrege* 

Nouvelles compositions pharmaceutiques particulierement bien adaptees a I' administration orale des superoxyde dismutases (SOD), en 
leur assurant une bonne biodisponibilite* et une efficacite th6rapeutique. Lesdites compositions pharmaceutiques comprennent essentiellement 
en combinaison, une superoxyde dismutase et au moins un compose sclectionne dans le groupe consticue* par des lipides tels que les c4rarnides 
et des prolines telles que les prolamines et les films polymfriques a base desdites prolamines et eventuellement un ou plusieurs vdhicules 
pharmaceutiquement acceptables. 
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COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES COMPRENANT UNE SUPEROXYDE 
DISMOTASE. 

La presente invention est relative a de nou- 
velles compositions pharmaceutiques particulierement bien 
5 adaptees a 1 ' administration orale de la superoxyde disrnu- 
tase (SOD), en lui assurant une bonne biodisponibilite et 
une efficacite therapeutique . 

Les superoxyde dismutases font l'objet, depuis 
leur caracterisation en 1968, par McCord et Fridovich (J. 
10 Biol. Chem., 1969, 2M, 6049-6055), d'etudes dans le 
traitement de nombreuses affections ; en effet, il s'agit 
d'une .enzyme qui favor ise 1 ' elimination du radical 
superoxyde CO,") par dismutation et constitue done un sys- 
teme de protection contre les effets deleteres de ce 
15 radical, susceptible de se former in vivo, a partir de 
1'oxygene atmospherique. Cette enzyme joue done un role 
capital dans la prevention des effets toxiques qui pour- 
raient r£sulter de 1' exposition des cellules et de 
l'organisme a une atmosphere oxygenee ou 1'oxygene 
20 (biradical) perd un electron celibataire (reduction) . 

Les radicaux libres etant impliques dans de 
nombreuses affections, 1 'utilisation de la SOD en thera- 
peutique a done ete preconisee dans differents processus 
inf lammatoires (rhumatismes , fibroses, notamment), viraux 
"5 (infection par le VIH notamment) et dans des conditions 
toxiques, liees a la presence d'oxygene en quant ite 
importante (systeme nerveux central, ischemie, desordres 
gastro-intestinaux non vasculaires, desordres oculaires 
ou lutte contre les effets' indesirables des traitements 
30 anti-cancereux) (Greenwald R.A., Free Radical Biol. Med., 
1990, 8, 201-209) . 

Les formes libres de SOD qui ont ete testees, 
sont la Cu,Zn-S0D (origine vegetale ou animale : bovine, 
rat ou humaine), la Mn-SOD (origine huxnaine, vegetale, 
35 algale) , la Fe-SOD et les SOD recombinantes. 

Les demi-vies plasmatiques des SOD natives 
sont tres variables (de l'ordre de quelques minutes pour 
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la Cu,Zn-SOD ; de l'ordre de plusieurs heures pour la Mn- 
SOD, par exemple) . 

Pour augmenter la demi-vie plasmatique de ces 
SOD, differentes formes modifiees, pour 1 ' administration 
5 parenterale ont ete proposees ; on peut citer les SOD 
conjuguees au polyethylene glycol ( SOD- PEG) , les SOD. 
conjuguees a l'heparine (SOD-heparine) , les SOD conju- 
guees a 1'albumine (SOD-albumine) et les polymeres ou 
copolymeres de SOD et les SOD liposomales . 

10 Toutefois ces differentes SOD ont 

1' inconvenient majeur d'etre., tres peu absorbees 
lorsqu'elles sont administrees par voie orale. 

En consequence, la Demanderesse s'est donne 
pour but de mettre au point des formes galeniques aptes a 

15 permettre une absorption efficace de SOD par voie orale, 
une telle voie d' administration etant particuli'erement 
interessante pour la plupart des affections a traiter 
precitees. 

La presente invention a pour objet des compo- 
20 sitions pharmaceutiques , caracterisees en ce qu'elles 
comprennent essentiellement en combinaison, une 
superoxyde dismustase et au moins un compose selectionne 
dans le groupe constitue par des lipides et des proteines 
et eventuellement un ou plusieurs vehicules pharmaceutic 
25 quement acceptables, lesquelles compositions sont par- 
ticulierement bien adaptees a 1 ' administration orale. 

Selon un mode de realisation avantageux 
desdites compositions, lesdits lipides sont selectionnes 
parmi les lipides vegetaux, de preference dans le groupe 
30 constitue par les ceramides, les phospholipides , les 
tylacoides et les diacylglycerols . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdites compositions, lesdites proteines sont selection- 
nees parmi les proteines vegetales, de preference dans le 
35 groupe constitue par les prolamines et les films polyme- 
riques a base desdites prolamines . 
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Parmi les vehicules preferes, eventuellement 
associes, on peut citer les liposomes. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
de ladite composition, lesdits ceramides (ou N-acyl 
5 sphingosines) sont d'origine synthetique, animale ou 
vegetale, de preference d'origine vegetale, et sont des 
derives N-acyle acide gras de sphingosine de formule 

CH,- (CH 2 ) ft -X-CHOH-CH-CH 3 -OR 

10 NH-CO-R', 
dans laquelle 

n est compris entre 5 et 15, de preference entre 12 et 
15, 

X represente -CH=CH- ou -CHOH- , 
15 R represente un atome d'hydrogene ou un sucre (glucose, 
galactose) et 

R' represente un groupement alkyle de C 3 -C 30 . 

De maniere avantageuse, lesdits ceramides, 
d'origine vegetale, sont de preference issus de cereales 
20 (farines) et notamment du ble et presentent la formule 
suivante : 

CH 3 - (CH 2 ) l3 -CHOH-CHOH-CH-CH 3 -0-R 

NH-CO-R' , 

25 dans laquelle 

R represente un atome d'hydrogene ou un glucose, 
R' a la meme signification que ci-dessus. 

De tels ceramides vegetaux (glycosyles ou non) 
peuvent notamment etre obtenus conformement au procede 
30 decrit dans la Demande Internationale PCT WO 92/00182, au 
nom des Laboratoires INOCOSM. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdites compositions, les prolamines sont de preference 
d'origine vegetale et peuvent £tre obtenues a partir de 
35 differentes cereales et notamment a partir du ble, du 
seigle, de 1'orge, de l'avoine, du riz, du millet et du 
mais, de preference a partir du ble (gliadine) et sont de 
preference des prolamines natives ( c ' est-a-dire non 
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denaturees), issues soit de la farine, soit du gluten 
frais d'une des cereales precitees. 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux desdites compositions, les films polymeriques 
5 a base de prolamine sont, de preference, constitues par 
un polymer e hydrophobe comprenant 

. au moins une prolamine d'origine vegetale, 
. au moins un plastifiant choisi dans le 
groupe constitue par les hydrates de carbone, de prefe- 
10 rence les polyols et les esters tels que phtalates, adi- 
pates, sebagates, phosphates, citrates, tartrates et 
malates, le rapport prolamine: plastifiant etant compris 
entre 2:1 et 2:0,5 et 

. 5 a 30 % d'au moins un solvant choisi parmi 
15 les monools, les diols et 1'eau et 

- en ce qu'ils sont susceptibles d'etre obte- 
nus par evaporation d'au moins une fraction de solvant 
present dans une composition de depart qui comprend entre 
40 et 80 % d'au moins une prolamine en solution dans un 
20 solvant hydroalcoolique dont le titre en alcool est 
compris entre 40 et 80 % et au moins un plastifiant, le 
rapport plastifiant : solution alcoolique de prolamine 
etant compris entre 0,10:1 et 0,50:1, de preference entre 
0,20:1 et 0,23:1, jusqu'a 1'obtention d'une solution 
25 homogene plus ou moins epaisse. 

De tels films polymeriques, a base de 
prolamine, peuvent se presenter soit sous forme de gel, 
soit sous forme de film sec souple ou cassant, c'est-a- 
dire plus ou moins plastique, ' selon le degre 
30 d' evaporation du solvant. 

De maniere inattendue, une composition 
conforme a 1' invention est particulierement bien adaptee 
a 1 ' administration de SOD par voie orale, car elle aug- 
mente de maniere significative la biodisponibilite de la 
35 SOD, par rapport a celle obtenue, avec les compositions 
de SOD de l'Art anterieur. 
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Egalement de maniere inattendue, la composi- 
tion selon 1' invention : SOD + film polymerique a base de 
prolamine (de preference de la gliadine) : 

- protege la SOD a pH acide (milieu gastrique) 

5 et 

- constitue line forme a liberation prolongee. 
Outre les dispositions qui precedent, 

1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se 
10 refere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet 
de la presente invention ainsi qu'aux des sins annexes, 
■ dans lesquels : 

- les figures 1 a 3 montrent les concentra- 
tions erythrocytaires obtenues apres administration de 

15 differentes formes de SOD (libre, liposomale, conforme a 
1' invention : avec ceramides) , par voie sous-cutanee ; 

- les figures 4 a 7 montrent les concentra- 
tions ^rythrocytaires obtenues apr&s administration de 
differentes formes de SOD, par voie orale ; 

20 - les figures 8 a 15 illustrent les resultats 

du traitement avec une composition selon 1' invention 
(proprietes anti-inf lammatoires obtenues apres adminis- 
tration orale) , sur le volume de l'oedeme de la patte 
chez le rat (temoin de 1 ' inflammation) , en fonction de la 

25 quantite de SOD administree ; 

- les figures 16 et 17 illustrent la relation 
entre la quantite de SOD administree par voie orale et 
l'effet anti-inf lammatoire (pourcentage d' inhibition de 
la SOD en fonction du nombre de gavages) ; les oedemes de 

30 la patte sont mesures 4 h, 5 h et 6 h apres les gavages. 

- les figures 18 k 20 illustrent l'effet inhi- 
biteur de SOD administree par voie orale, sur 
1' activation des polynucleaires et 1 ' augmentation signi- 
ficative de la biodisponibilite avec une composition 

35 selon 1' invention. 

11 doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
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l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 

E3CEMFLE 1 s Composition conformo a 1' invention s SOD + 
polymers a base de gliadine. 
5 1. Methode d 1 incorporation de la SOD dans la 

gliadine : 

* Composition de la fonnule gliadine + SOD : 



n° 


Nom 


Quantite 




Solvant hydroalcoolique 




1 


(50 % v/v d'ethanol) 


18,25 ml 


2 


Sorbitol 


1,575 g 


3 


Glycerol 


0,675 g 


4 


Gliadine 


4,5 g 


5 


SOD 


1 ml* 



solutions a : 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml. 



10 * Protocole de fabrication : 

Dans un petit becher place dans un bain ther- 
mostate a 40 °C sous agitation mecanique, introduire le 
solvant hydroalcoolique. Puis a j outer dans l'ordre les 
composes 2, 3, 4, 5. Entre chaque addition, laisser agi- 
15 ter jusqu'a dissolution complete des composes. 

Le melange est chauffe et agite afin de dimi- 
nuer les interactions hydrophobes gliadine-gliadine et 
done d'augmenter la solubilite de la gliadine. 

Le glycerol est utilise comme agent hydratant 
20 et le sorbitol comme stabilisant et plastifiant. Le 
melange obtenu est visqueux, collant et de coloration 
brunatre . 

2. Formulation du melange obtenu en 1. : 

Pour obtenir, par exemple, une composition 
25 selon 1' invention sous la forme de comprimes, on etale le 
melange pateux obtenu sur un support approprie (support 
en teflon, en polypropylene, en verre ou en acier inoxy- 
dable) , on evapore le solvant, soit a 24°C et a un taux 
d'humidite relative de 60 %, pendant environ une quaran- 
30 taine d'heures, soit a 60°C et a un taux d'humidite rela- 
tive de 2 %, pendant une vingtaine d'heures, soit a 
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37°C : une lampe est placee a 2 0 cm du film pendant quel- 
ques heures (2-10 h) . 

On obtient un film sec qui est ensuite decoupe 
et pulverise de maniere a permettre la preparation de 
5 comprimes . 

EXEMPLES 2 ET 3 s 





Formulation 


Taille dea 
part iCu iss 
(xan) 


Poly- 

disper* 

site 


Pour cant age 
d' encapsu- 
lation de la 
SOD 


EXEMPUE 2 

{ SOD + 
liposomes) 


DSPC/CHO/ 

stearylamine/- 

(14/7/4/0) 


234 


3 


36,2 % 


EXEMPLE 3 

(SOD + 
ceramides a 
dif f erentes 
concentra- 
tions) : 


DSPC/CHO/ 
stearyl amine/ 
CV 

(14/7/4/1) 

DSPC/CHO/ste- 
aryl amine / CV 
(14/7/4/4) 


244 
258 


4 

3 


48,2 % 
36,5 % 




DSPC/CHO/ste- 
aryl amine /CV 
(14/7/4/7) 


241 


3 


31,9 % 




DSPC/CHO/ste- 
aryl amine /CV 
(14/7/4/14) 


269 


4 


26,6 % 



Dans ce tableau , 1' abreviation DSPC signifie 
10 distearoyl phosphatidyl choline, 1 ' abreviation CHO signi- 
fie cholesterol et 1 'abreviation CV signifie ceramide 
vegetal . 

L'exemple 2 correspond a une composition de 
1'Art anterieur ; l'exemple 3 correspond & une composi- 
15 tion conforme a 1' invention SOD + ceramides, encapsulee 
pour une part importante dans des liposomes 
(DSPC/CHO/stearylamine) . 

Les liposomes sont obtenus conf ormement au 
procede decrit dans la Demande europeenne 0 274 961 ou la 
20 Demande europeenne 0 349 429 et presentent une bonne 
homogeneite, comme le montre la colonne polydispersite . 
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EXEMPLE 4 : Etude phanoacocinetique comparoe apres admi- 
nistration par voie sous-cutanee et par voie orale de 
compositions a baso da SOD. 

La cinetique de la SOD plasmatique est analy- 
5 see chez le rat anesthesie apres administration par voie 
orale ou sous-cutanee de SOD libre, de SOD liposomale ou 
de SOD sous la forme d'une composition selon 1' invention. 
- Materiel : 

* Animaux : 

10 Les rats utilises sont des rats males OFA, 

Sprague-Dawley, denues de germes pathogenes, pesant de 
300 a 400 g, non co-sanguins (elevage IFFA CREDO). lis 
sont conserves 3 semaines apres leur arrivee a l'animale- 
rie afin d'eviter tout stress lie au changement d'envi- 

15 ronnement et sont sounds a une diete hydrique 16 a 18 
heures avant 1 ' experience . 

* Materiel utilise : 

. Seringues plastiques graduees a usage unique 
de 5 ml, pour le gavage (1 par dose), I'injection sous 
20 cutanee ainsi que pour 1 * anesthesie, 

. Seringues de 1 ml pour 1 ' anesthesie , 
. Canules de gavage 85/14 droite (1 par dose) , 
. Aiguille 25/0,5 a usage unique, pour 1' anes- 
thesie, 

25 . Cristallisoirs pour l'isolement des rats 

pendant 1 ' endormissement , 

. Petit materiel chirurgical pour catherisa- 

tion : 

catheters PESO (Becton-Dickinson) 
30 canules tracheales pour aide respiratoire 

robinets 1 voie (Vygon) . 
* Solution anesthesiante : 

L ' anesthesiant utilise est du thiopental 

(Nesdonal®) . II est administre a raison de 50 mg/kg de 

35 poids de rat. 

La solution est preparee extemporanement . 
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* Solution heparinee : 

PVP (polyvinylpyrrolidone) heparine 500 mg/ml 
+ 200 UI d'heparine dans NaCl 0,9 %. 

* Solutions utilisees pour 1' etude : 
5 . Voie orale : 

- SOD erythrocytaire bovine (Allerbiodose®) : 
1-2-4 mg/ml, dans du NaCl 0,9 %, 

- NaCl 0,9% (temoin) , 

SOD erythrocytaire bovine 1-2-4 mg/ml + 
10 ceramides vegetales 1 % (Inocosm) , dans du NaCl 0,9 %, 
selon 1' invention, 

- ceramides vegetales 1 % dans du NaCl 0,9 % 

(temoin) , 

- SOD erythrocytaire bovine 1-2-4 mg/ml lipo- 

15 somale, 

- liposomes (temoin), 

- gliadine extraite du ble (temoin), 

- SOD erythrocytaire bovine + gliadine selon 

1' invention. 
20 . Voie sous-cutanee : 

- SOD erythrocytaire bovine (Allerbiodose®) 

0,5-1-2 mg/ml, dans du NaCl 0,9 %, 

- NaCl 0,9% (temoin) , 

- SOD erythrocytaire bovine 0,5-1-2 mg/ml + 
25 ceramides vegetales 1 % (Inocosm), dans du NaCl 0,9 % 

selon 1' invention, 

- ceramides vegetales 1 % dans du NaCl 0,9 % 

(temoin) , 

SOD erythrocytaire bovine 0,5-1-2 mg/ml 

30 liposomale, 

- liposomes (temoin) , 

- SOD erythrocytaire bovine + gliadine selon 

1' invention. 

- Methode : 

35 * Traitements prealables des animaux : 

. par voie orale : gavage 
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Le gavage des anirnaux (n=4) est realise a TO 
par un volume de 1 nil de solution ou suspension a etu- 
dier, dans une solution de NaCl a 0,9 %. Ce gavage est 
effectue a l'aide d'une canule montee sur une seringue de 
5 1 ml et introduite dans la cavite buccale du rat. 
. par voie sous-cutanee : 

L 1 injection des solutions ou suspensions a 
etudier est realisee a TO par administration d'un volume 
de 0,3 ml (dans une solution de NaCl a 0,9 %) , derriere 
10 la tete de I'animal (n=4) . 

Chaque serie d' experience est realisee sur 4 
anirnaux par dose. Les groupes temoins etant toujours 
traites en parallele pour chaque experimentation. 

* Catherisation de la carotide : 
15 Le gavage (ou I 1 injection sous cutanee) des 

anirnaux, une fois realise, ces derniers sont anesthesies 
par injection lente de thiopental, par voie intra-perito- 
neale (0,1 ml/100 g) . 

Lorsque I'animal dort, il est place sur le dos 
20 afin de proceder a la catherisation de la carotide. Pour 
cela, la peau est decoupee soigneusement au niveau du cou 
de I'animal a l'aide d'une paire de ciseaux. 

Les muscles sont ecartes a 1 1 aide d'une pince 
afin de laisser libre acces a la carotide. 
25 Cette derniere est degagee, puis clampee cote 

coeur, et ligaturee cote tete, a l'aide d'un fil fin. Une 
legere incision de la carotide est alors realisee a 
l'aide d'une paire de ciseaux, permettant 1 ' insertion 
d'un catheter (sur 1,5 cm environ) monte sur une aiguille 
30 equipee d'un robinet une voie. Le catheter est maintenu 
en place par une seconde ligature cote coeur. II est 
ensuite heparine a l'aide de la solution heparinee, afin 
d f 6viter toute coagulation du sang lors des prelevements 
successif s . 

35 Une compresse de solution de NaCl a 0,9 % est 

alors posee sur la plaie afin d'eviter un dessechement 
excessif de celle-ci. 
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Peiidant toute la duree de 1 ' experience, les 
animaux sont places sous deux lampes afin d'etre rechauf- 
fes . 

* Prelevements sanguins : 

5 Les prelevements sont effectues toutes les 

heures pendant 6 heures (400 pi) , a l'aide du robinet une 
voie. Le sang est recueilli dans des tubes Eppendorf 
heparines (20 |il d'heparine 1 000 Ul/ml) . II est ensuite 
centrifuge 5 min a 4 000 trs/min. Le plasma est alors 

10 elimine et remplace par du NaCl a 0,9 %. Les tubes sont 
de nouveau centrifuges 5 min a 4 000 trs/min. Trois lava- 
ges successifs des globules rouges sont ainsi realises. 

* Dosages erythrocytaires : mesure de l'acti- 

vite SOD : 

15 Les dosages de l'activite enzymatique de la 

SOD erythrocytaire (de chacune des formes) sont realises 
sur chaque prelevement temoins ou traites. 

Une dilution adequate des hematies est reali- 
see dans de l'eau distillee (+ 0 , 5 ml d'une solution de 

20 triton & 1 %) afin d'obtenir pour le tube essai une inhi- 
bition d' environ 50 % par rapport au tube temoin. 

Les resultats obtenus en UI de SOD/ml sont 
rapportes en UI de SOD/mg d'hemoglobine ♦ Le dosage de 
1 ' hemoglobine est realise par spectrophotometrie a 

25 405 run. 

Les resultats des cinetiques erythrocytaires 
de la SOD administree par voie sous-cutanee sont presen- 
tes aux figures 1-3 : 
30 - la figure 1 correspond aux concentrations 

erythrocytaires obtenues avec la SOD libre, 

- la figure 2 correspond aux concentrations 
erythrocytaires obtenues avec la SOD liposomale, 

- la figure 3 correspond aux resultats obtenus 
35 avec une composition conforme a 1' invention : SOD + cera- 

xuides . 
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Les resultats des cinetiques erythrocytaires 
de la SOD administree par voie orale sont presentes aux 
figures 4-7 : 

- la figure 4 correspond aux concentrations 
5 erythrocytaires obtenues avec la SOD libre, 

- la figure 5 correspond aux concentrations 
erythrocytaires obtenues avec la SOD liposomale, 

- la figure 6 correspond aux concentrations 
erythrocytaires obtenues avec une composition conforme a 

10 1' invention SOD + ceramides et 

- la figure 7 correspond aux concentrations 
erythrocytaires obtenues avec une composition conforme a 
1' invention SOD + gliadine. 

Les Tableaux indiquent les donnees cinetiques 
15 obtenues pour les diff^rentes courbes presentees. 

TABLEAU I 

AUC des courbes de cinetiques erythrocytaires 
chez le rat, apres administration par voie sous-cutanee . 



Courbes cinetiques 


Concentrations 


AUC 






(Ul.h.ma' 1 d'Hb) 




0 , 5 mg/ml 


42,36 


SOD 


1,0 mg/ml 


59, 02 




2 , 0 mg/ml 


80, 88 




0,5 mg/ml 


62,90 


SOD liposomale 


1,0 mg/ml 


.93,69 


(exemple 2) 


2,0 mg/ml 


118,73 




0 , 5 mg/ml 


62,28 


SOD + ceramides 


1,0 mg/ml 


91,86 


(exemole 3) 


2 , 0 mg/ml 


116,75 j 



20 * quant ite administree 0,3 ml. 
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TABLEAU II 

AUC des courbes de cinetiques erythrocytaires 
chez le rat, apres administration par voie orale 



10 



Courbes cine- 


Concentrations 


AUC 


F' (biodispo- 


tiques 


(mg/ml) 


(Ul.h.ag-1 


nibilite rela- 






d'Hb) 


tive /SO 




1.0 


2,13 


0. 05 


SOD 


2,0 


7,97 


0, 13 




4.0 


12,09 


0. 15 




1.0 


9,90 


0,16 


SOD liposomale 


2,0 


17,24 


0, 18 


(exemple 2) 


4.0 


25. 87 


0.22 




1,0 


45,43 


i 0,73 


SOD+cerainides 


2,0 


52,16 


0, 56 


(exemple 3) 


4,0 


61.01 


0, 52 


SOD + gliadine 


1,0 


>20 


ND 


(exemple 1) 


2,0 


>50 


ND 




4.0 


>100 


ND 



15 ND = non determinable. 

5) Conclusion : 

* Voie sous-cutanee : 

Les se situent vers 5 heures pour les 4 

formes de SOD. 

20 Les C M sont legerement plus f aibles pour la 

forme libre, et identiques pour la forme liposome et avec 
ceramides . 

Les obtenus avec la SOD + gliadine sont : 
6,52 pour une concentration de 2 5 fig/ml, 7,48 pour une 
25 concentration de 50 |ig/rnl et 65,68 pour une concentration 

de 100 |ig/ml. 

* Voie orale : 

Les se situent vers 5 heures pour la SOD 
libre et les compositions selon les exemples 2 et 3, 
30 alors que la formulation a base de gliadine (exemple 1) a 
un superieur a 6 h. 

Les sont plus faibles pour la forme libre, 
intermediaires pour la forme liposomale (exemple 2) et 
superieurs pour la forme avec ceramides ou gliadine 
3= (exemples 1 et 3). 
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La SOD passe done a fortes concentrations, par 
voie orale, et son passage est signif icativement favorise 
lorsqu'une composition selon 1' invention est utilisee. 
EXEMPLE 5 ; PROPRIETES AOTT-INFLAMMATOIRES DE LA 
5 SUPER03CYDE DISMUTASE PAR VOIE ORALE. 

A. Oedema de la patte . 

1) But de 1' etude : 

Etudier les cinetiques comparees d' action 
anti-inf lammatoire d'une forme libre de SOD et d'une 
10 composition selon 1' invention, a differentes concentra- 
tions. 

2) Solution? 012 suspensions etudiees (voir 

exemple 4) : 

* SOD libre 
15 * Temoin NaCl 

* SOD + ceramides (selon 1' exemple 3) 

* Temoin ceramides 

3) Technique : 

* Traitement des animaux par la SOD : 

20 Gavage des animaux a l'aide d'une canule mon- 

tee sur une seringue de 0,5 ml inseree dans la cavite 
buccale du rat, comme decrit a 1' exemple 5. 

2 gavages sont realises par jour (le matin et 

le soir) . 

25 * Induction de l'oedeme : 

Injection de 0,1 ml de carragenine X a 1 % 
dans le coussinet de la patte. 

* Mesures du volume de la patte : 

Les mesures sont realisees toutes les heures 
30 durant 6 heures . 

Les figures 8 a 15 illustrent les resultats du 
traitement avec une composition selon 1' invention 
(proprietes anti-inf lammatoires) sur le volume de 
l'oedeme de la patte chez le rat (temoin de 
35 1' inflammation) , en fonction de la quantite de SOD admi- 
nistree : 
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- la figure 8 correspond aux resultats obtenus 
avec 0,5 mg/kg de SOD (2 gavages), 

- la figure 9 correspond aux resultats obtenus 
avec 0,5 iug/kg de SOD (4 gavages), 

5 - la figure 10 correspond aux resultats obte- 

nus avec 0,5 mg/kg de SOD (6 gavages), 

- la figure 11 correspond aux resultats obte- 
nus avec 0,5 mg/kg de SOD (8 gavages), 

- la figure 12 correspond aux resultats obte- 
10 nus avec 5 mg/kg de SOD (2 gavages), 

- la figure 13 correspond aux resultats obte- 
nus avec 5 mg/kg de SOD (3 gavages), 

- la figure 14 correspond aux resultats obte- 
nus avec 5 mg/kg de SOD (4 gavages), et 

15 - la figure 15 correspond aux resultats obte- 

nus avec 20 mg/kg de SOD (2 gavages) . 

Les figures 16 et 17 illustrent, dans le cadre 
du meme protocole, le pourcentage d' inhibition de la SOD 
en fonction du nombre de gavages : 
20 - la figure 16 correspond au pourcentage 

d' inhibition obtenu avec 0,5 mg/kg de SOD, 

la figure 17 correspond au pourcentage 
d' inhibition obtenu avec 0,5 mg/kg de SOD + ceramides. 

Les resultats obtenus montrent l'interet de 
25 1 ' encapsulation de la SOD pour une activite pharmacologi- 
que par voie orale meme si une action anti-inf lammatoire 
est demontree aux memes doses a partir de 4 ou 6 gavages 
pour la SOD libre. 

La forme encapsulee de SOD presente tou jours 
30 un effet anti-inf lammatoire, quelque soit le nombre de 
gavages . 

Bo Etude do 1' activation dee polvnucleaiyes . 

i) gut d e I'etw te : 

comparer 1' effet inhibiteur de differentes 
35 formes de SOD sur 1' activation des polynucleaires . 
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2) Solutions ou suspensions etudiees : 

Memes solutions ou suspensions que dans 
1 ' Exemple 5 A. . 

3) Technique : 

5 * Prelevements : 

les prelevements sont ceux recueillis 3 heures 
apres la pleuresie. 

* Dosage : 

- Temoin reactif : PBS* (0,65 ml) + cyto- 
10 chrome C 5 mg/ml (0,15 ml). 

- Temoin cellule : PBS* (0,65 ml) + cyto- 
chrome C 5 mg/ml (0,15 ml) + PN 10 M/ml (0,2 ml) . 

Essai : PBS" (0,45 ml) + cytochrome C 
5 mg/ml (0,15 ml) + ZO ou PMA. (0,2 ml), avec : Temoin 
15 NaCl (colonne 1), SOD (colonne 2), Temoin ceramides 
(colonne 3), SOD + ceramides (colonne 4), Temoin liposo- 
mes (colonne 5), SOD liposornale (colonne 6). 

- Incuber 15 minutes au bain marie a 37 °C sous 

agitation, 

20 - arreter la reaction 10 minutes dans un bain 

de glace, 

- centrifuger 5 minutes a 2 000 trs/min. 
4) Resultats : 

Les figures 18 a 20 illustrent les resultats 

25 obtenus : 

- la figure 18 montre la production d' anions 
superoxydes par les polynucleaires apres stimulation, 

- la figure 19 montre la production d' anions 
superoxydes par les polynucleaires apres stimulation par 

30 le zymosan (technique spectrophotometrique), 

- la figure 20 montre la production d' anions 
superoxydes par les polynucleaires apres stimulation par 
le PMA (technique spectrophotometrique) . 

Les resultats montrent de maniere significa- 
35 tive le role antiinf lammatoire par voie orale de la SOD 
libre (P < 0,05), encapsulee par des liposomes (P < 0,07) 
et encapsulee dans des ceramides (P < 0,001). 
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La figure 17 demontre qu'a la dose de 
0,5 mg/kg, l'effet anti-inf lammatoire de la SOD libre est 
observe a partir de 4 gavages ; alors que les resultats 
de la figure 18 demontrent un effet anti-inf lammatoire de 
5 la SOD encapsulee dans des ceramides des le second 
gavage . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
xnise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
10 nent d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en em- 
brasse au contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans s 1 ecar- 
ter du cadre, ni de la portee de la presence invention. 
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REVENDICATIONS 
1°) Compositions pharmaceutiques , caracteri- 
sees en ce qu'elles comprennent essentiellement en 
combinaison, une superoxyde dismustase et au moins un 

5 compose selectionne dans le groupe constitue par des 
lipides et des proteines et eventuellement un ou plu- 
sieurs vehicules pharmaceutiquement acceptables . 

2°) Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que lesdits lipides sont selectionnes 

10 dans le groupe constitue par les ceramides, les phospho- 
lipides, les tylacoides et les diacylglycerols et en ce 
que lesdites proteines sont selectionnees dans le groupe 
constitue par les prolamines et les films polymeriques a 
base desdites prolamines. 

15 3°) Composition selon la revendication 2, 

caracterisee en ce que lesdits ceramides (ou N-acyl 

sphingosines) sont d'origine vegetale et sont des derives 

N-acyle acide gras de sphingosine de formule 

CH,- (CH 2 ) n -X-CHOH-CH-CH 3 -OR 
20 ^ I 

NH-CO-R' t 

dans laquelle 

n est compris entre 5 et 15, de preference entre 12 et 
15, 

25 X represente -CH=CH- ou -CHOH-, 

R represente un atome d'hydrogene ou un sucre (glucose, 
galactose) et 

R' represente un groupement alkyle de C 3 -C 30 . 

4°) Composition selon la revendication 3, 
30 caracterisee en ce que lesdits ceramides, d'origine vege- 
tale sont de preference issus de cereales (farines) et 
notamment du ble et presentent la formule suivante : 
CH 3 - (CH 2 ) l3 -CHOH-CHOH-CH-CH a -0-R 

35 NH-CO-R' , 

dans laquelle 

R represente un atome d'hydrogene ou un glucose, 
R ' a la meme signification que ci-dessus. 
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5°) Composition selon la revendication 2, 
caracterisee en ce que lesdites prolamines sont d'origine 
vegetale et sont issues de differentes cereales choisies 
dans le groupe constitue par du ble, du seigle, de 
5 1'orge, de l'avoine, du riz, du millet et du mais, 

6°) Composition selon la revendication 1, 
caracterise en ce que les films polymeriques a base de 
prolamine sont, de preference, constitues par un polymere 
hydrophobe comprenant 
10 . au moins une prolamine d'origine vegetale, 

au moins un plastifiant choisi dans le 
groupe constitue par les hydrates de carbone, de prefe- 
rence les polyols et les esters tels que phtalates, adi- 
pates, sebagates, phosphates, citrates, tartrates et 
15 malates, le rapport prolamine :plastifiant etant compris 
entre 2:1 et 2:0,5 et 

. 5 a 30 % d'au moins un solvant choisi parmi 

les monools, les diols et l'eau et 

- en ce qu'ils sont susceptibles d'etre obte- 

20 nus par evaporation d'au moins une fraction de solvant 
present dans une composition de depart qui comprend entre 
40 et 80 % d'au moins une prolamine en solution dans un 
solvant hydroalcoolique dont le titre en alcool est 
compris entre 40 et 80 % et au moins un plastifiant, le 

25 rapport plastifiant : solution alcoolique de prolamine 
etant compris entre 0,10:1 et 0,50:1, de preference entre 
0,20:1 et 0,23:1, jusqu'a l'obtention d'une solution 
homogene plus ou moins epaisse. 

7°) Composition selon 1'une quelconque des 

30 revendications 1 a 6, destinee a une administration par 
voie orale. 

8°) Composition selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'elle comprend 
en tant que vehicules associes, des liposomes, 
35 90 ) utilisation d'une composition selon 1'une 

quelconque des revendications 1 a 8, pour la preparation 
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d'un medicament destine au moins au traitement de 
1 ' inflammation . 
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